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Inflamação
A reação inflamatória é uma resposta do organismo contra agentes
agressores. Caracteriza-se pelo aumento do fluxo sangüíneo e da permeabilidade
vascular, e pela migração de células inflamatórias como neutrófilos, eosinófilos,
macrófagos e linfócitos. O mecanismo responsável pelo acúmulo destas células
no foco inflamatório é um fenômeno complexo que depende da natureza do
estímulo, dos mediadores liberados, das moléculas de adesão e das células
residentes no microambiente (Abbas et al., 1997). Até pouco tempo atrás,
acreditava-se que a inflamação representava apenas um mecanismo de defesa
inicial do hospedeiro, sem nenhuma relação direta com a indução da resposta
imune específica. Atualmente, sabe-se que a reação inflamatória é um importante
mecanismo de defesa inato do hospedeiro e também proporciona um
microambiente que pode direcionar o padrão da resposta imune específica contra
o patógeno (Gallin et al., 1992). Macroscopicamente, a resposta inflamatória
caracteriza-se por uma área de rubor, inchaço, calor e dor local, sendo que
muitas vezes também ocorre perda da função do órgão afetado.
Microscopicamente, a reação inflamatória pode ser definida como uma resposta
dos vasos da microcirculação prejudicada que permite o extravasamento de
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fluídos e o acúmulo de leucócitos. Assim, na reação inflamatória temos os eventos
vasculares que levam a formação de edema e aqueles que levam a migração
de leucócitos. Estes eventos são desencadeados por diferentes mediadores
que se originam do plasma ou células locais, podendo ser ampliados ou
modificados por mediadores liberados das células inflamatórias que migram
para o local da inflamação (Paul, 1998).
Aspectos gerais dos leucócitos
A palavra leucócitos é de origem grega, onde leukos significa branco, e
tem designação geral para células nucleares que circulam normalmente no sangue
e que, por não conterem hemoglobina, são denominadas de glóbulos brancos.
Os leucócitos são células móveis que migram ativamente e fazem parte do
nosso sistema de defesa contra agentes agressores. O processo de migração
celular é semelhante para todos os leucócitos (neutrófilos, linfócitos, monócitos,
eosinófilos e basófilos).
Recentemente, os mecanismos responsáveis pelo recrutamento seletivo
de determinado leucócito para o tecido inflamado era um mistério, uma vez que
os fatores quimiotáticos geralmente apresentam pouca seletividade. Foi então
sugerido que, pelo menos em parte, a migração seletiva dos leucócitos, entre
eles os eosinófilos resultaria da expressão diferencial de moléculas de adesão
nas células endoteliais e de seus ligantes na superfície dos leucócitos. Assim, as
moléculas de adesão do endotélio e dos eosinófilos, durante o processo
inflamatório, passaram a ser intensamente investigadas (Dent et al., 1990). Até
o presente não existem dados totalmente conclusivos, sendo muitos contraditórios,
e motivo de pesquisa e de muita discussão.
Eosinófilos
Os eosinófilos foram observados pela primeira vez por Wharton Jones
em 1846, em preparações não coradas de sangue periférico. Somente em 1879,
estas células foram nomeadas de eosinófilos por Paul Erlich, devido a intensa
avidez de seus grânulos citoplasmáticos pelos corantes ácidos, como a eosina
(Spry, 1993). Em adultos humanos, em condições normais, eosinófilos são
produzidos na medula óssea, a partir de células hematopoéticas “mães”
totipotentes (“stem cell,” CD 34+), que originam as células precursoras de
eosinófilos. A diferenciação e proliferação destas células são reguladas por
fatores como GM-CSF, IL-3 e IL-5 (Metcalf, 1986; Sanderson et al., 1985).
No entanto, a IL-5 sozinha é suficiente para a diferenciação final dos eosinófilos
(Dent et al., 1990; Tominaga et al., 1992).
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Doenças associadas com aumento de eosinófilos
O aumento no número de eosinófilos é uma característica importante em
diversas doenças severas como Alergias (Okubo et al., 1998), Asma (Oddera
et al., 1998; Kotsimbo et al., 1997), Esquistossomose (ABBAS et al., 1997) e
Câncer (Samoszuk, 1997). Os eosinófilos e seus produtos, como têm sido
implicados na gênese de lesão tecidual e hiperreatividade pulmonar na asma,
no entanto apresenta muitas controvérsias. Estudos in vitro demonstraram que
proteínas derivadas dos eosinófilos são citotóxicas para as células do epitélio
brônquico (Gleich et al., 1979). Além disso, mediadores derivados dos eosinófilos
como leucotrienos e PAF são potentes indutores de broncoconstrição,
hiperreatividade brônquica e do aumento da permeabilidade (Vargaftig, Braquet,
1987; Pretolani et al., 1994).
Esquistossomose
Esquistossomose é uma infecção crônica do homem e de outros
vertebrados causada por um helminto do gênero Schistosoma, o qual reside
dentro dos vasos mesentéricos. (Andrade 1987). Para evolução biológica o S.
mansoni requer dois hospedeiros: um molusco aquático (do gênero
Biomphalária) e um mamífero. Na infecção pelo S. mansoni, a cercária entra
no corpo por penetração ativa, através da pele alcançando os pulmões, pela
circulação sistêmica (Wilson et al., 1986). Nos pulmões, os parasitas jovens
(esquistossômulos) sofrem transformação morfológica, e em aproximadamente
duas semanas, começam a se dirigir para o sistema porta onde se transformam
em vermes adultos (Cheever et al., 1991).
A patologia da Esquistossomose compreende uma inflamação
granulomatosa formada pelos ovos do Schistosoma aderidos a tecidos do
hospedeiro (Andrade 1987). O local favorito do verme adulto do Schistosoma
mansoni são as veias mesentéricas. Os ovos são liberados no intestino e se
juntam as fezes, mas a maioria dos ovos aderem a parede do intestino, e também,
pela veia porta alcançam o fígado. Por isso, o S. mansoni produz uma doença
hepato-intestinal de grande importância médica, conhecida popularmente como
Barriga d’Água (Cheever, Andrade 1967) e ainda promove formação de
granulomas hepáticos, assim como visto neste estudo.
Duas diferentes fases (aguda e crônica) têm sido observadas em modelos
experimentais com camundongos infectados com o S. mansoni, já no homem,
essas duas fases não são observadas (Damian et al., 1992). A fase aguda é
caracterizada por uma vigorosa resposta granulomatosa, acompanhada de outros
evidentes sinais clínicos semelhante a diarréia sangrenta e perda de peso (Farah
et al., 1997). Gradualmente a infecção progride para a fase crônica que é
marcada pela piora da reação granulomatosa e dos sinais clínicos (Boros et al.,
1975). Com o conhecimento da chegada e permanência de células inflamatórias
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nesta fase crônica da Esquistossomose, muitas ferramentas cientificas podem
ser descobertas e usadas para uma melhora do quadro clínico do paciente
acometido pelo S. mansoni. Portanto, neste estudo, tivemos o interesse de
melhor caracterizar tanto a fase aguda e crônica da Esquistossomose mansônica
no modelo experimental em camundongos, identificando o perfil de células
migratórias e os infiltrados celulares nos tecidos com o maior acometimento
por este Trematóide.
Justificativa e objetivos
Sendo a Esquistossomose uma doença de grande importância médica, o
conhecimento especifico da reação inflamatória, assim como o entendimento
da resposta imune induzida pelo S. mansoni, nos motivou neste estudo. Alguns
pesquisadores demonstraram que, em modelos de cobaias ocorrem reações
inflamatórias induzidas por este helminto em tecidos como o hepático.
Desta forma, nosso estudo teve como diferencial estar avaliando a
migração de leucócitos do sangue para diferentes compartimentos, assim como,
identificar alterações histopatológicas promovidas pela infestação deste parasita.
Para tanto tivemos como objetivo neste estudo:
1. Avaliar Resposta Imune induzida pelo S. mansoni em camundongos.
2. Caracterizar o perfil dos diferentes leucócitos na cavidade peritoneal
e no sangue destes camundongos.
3. Avaliar o perfil histopatológico na reação inflamatória induzida nos
pulmões e fígado, neste modelo experimental.
Materiais e métodos
Animais
Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem Balb/c, pesando entre
15 e 18 gramas, provenientes do Biotério Central da Prefeitura do Campus de
Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (PCRP–USP) livres de patógenos.
Todos os animais foram mantidos no Biotério do Centro Universitário de
Araraquara – UNIARA, com livre acesso à água e alimento.
Obtenção das larvas infectantes do Schistossoma mansoni
As larvas (cercárias) foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Vanderlei
Rodrigues com auxilio técnico da Olinda Mara Brigoto, do Departamento de
Bioquímica e Imunologia da Faculdade de Medicina Universidade São Paulo –
USP, as quais foram retiradas de caramujos infestados com o S.mansoni.
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Infestação dos camundongos com as larvas infectantes (cercárias) do
Schistossoma mansoni
Os camundongos foram infestados via intradérmica com as larvas do S.
mansoni, onde foram inoculadas cerca de 50 cercárias/animal, com o auxilio de
uma seringa 3 mL. Os animais foram sacrificados com anestésico Thionembutal
(North Chigaco, Illinois, USA) nos tempos previamente por nós estabelecidos,
ou seja no 7º, 14º, 28º e 48º dia após a infestação, para realização dos
procedimentos descritos a seguir.
Obtenção das células do lavado da cavidade peritoneal (LPC) e do sangue
Nos tempos já descritos, os animais foram sacrificados com anestésico
Thionembutal. Nestes períodos, foram realizados o lavado da cavidade peritoneal
(LPC) dos camundongos infestados e dos animais normais. Para tanto, foi
utilizado 3,0 ml de solução salina tamponada (PBS), contendo 0,5 % de citrato
de sódio (PBS/Citrato), empregando uma agulha intraperitonealmente. O sangue
foi obtido após sangria total dos animais, por punção cardíaca.
Contagem total e diferencial de leucócitos do lavado (LPC) e do sangue
Número total de leucócitos nos diferentes compartimentos foi determinado
empregando solução de Turk e contagem em câmara de Neubauer. A contagem
diferencial foi feita nos esfregaços sangüíneos e naqueles preparados em
citocentrífuga e corados pelo corante de Rosenfeld (Faccioli et al., 1991). Em
cada lâmina foram contadas 100 células, utilizando microscopia de luz com
aumento final de 1000 X.
Estudos histológicos e microfotografias
Os fígados e pulmões foram removidos dos camundongos dos diferentes
grupos, 7, 14, 28, 48 dias após a infestação, o baço somente no 48º, e
imediatamente fixados em formol 10%. Em seguida, estes tecidos foram incluídos
em blocos de parafina, seccionados em cortes de 4-6 mm que foram corados
com H.E. (Hematoxilina/Eosina), para microscopia ótica. Estas lâminas foram
gentilmente confeccionadas pelo técnico de histologia Sr. Antônio Martins da
FORP-USP. As lâminas foram fotografadas, com o auxílio de microscópio
contendo máquina fotográfica acoplada (aristoplan-LEITZ WETZLAR
Germany), gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Sergio de Albuquerque (FCFRP-
USP). Foram fotografadas em aumento de 250 X e 1000 X.
Resultados
1. Caracterização dos leucócitos presentes na reação inflamatória
induzida pelo S. mansoni.
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Nosso objetivo neste projeto foi avaliar a cinética do aumento dos
leucócitos no sangue circulante e determinar a cinética de migração dos leucócitos
para a cavidade peritoneal durante a infestação pelo S. mansoni em diferentes
dias após a infestação.
1.1. Cinética da migração dos granulócitos para a cavidade peritoneal de
camundongos infestados com S. mansoni.
A Figura 1 mostra a cinética de migração de eosinófilos, para a cavidade
peritoneal de camundongos infestados com S. mansoni. Quando comparado
com o grupo controle, os animais infestados apresentaram aumento de eosinófilos,
a partir do 14º dia atingindo pico no 48º, dia após a infestação (Fig. 1A). No pico
da eosinofilia na cavidade peritoneal, o aumento de eosinófilos nos animais
infestados foi de 60% em relação ao grupo controle (Fig. 1B). O número dessas
células permaneceu acima do nível controle até o 48º dia após o estímulo. Quanto
ao número de mastócitos, foi observado um aumento absoluto crescente
significativo a partir do 14º permanecendo até o 48º dia após infestação (Fig.
2A). Em relação a porcentagem destas células na cavidade peritoneal, não
observamos nenhuma alteração nos diferentes grupos analisados (Fig. 2B)
1.2. Cinética da migração de células mononucleares para a cavidade
peritoneal de camundongos infestados com S. mansoni.
A Figura 3 mostra a migração de células mononucleares para a cavidade
peritoneal de camundongos infestados com S. mansoni. Quando comparado
com o grupo controle, os animais infestados apresentaram um aumento a partir
do 14º dia atingindo o pico no 48º dia (Fig. 3A). A porcentagem das células
mononucleares nesse compartimento não apresentou diferenças significativas
entre os grupos estudados (Fig. 3B).
1.3. Perfil dos eosinófilos no sangue periférico durante a infestação de
camundongos com S. mansoni.
A Figura 4 mostra a cinética do aumento dos eosinófilos no sangue de
camundongos infestados com S. mansoni. Quando comparado com o grupo
controle foi observado que o número dessas células aumentou no sangue no 14º
dia atingido o pico no 28º, durante o período estudado (Fig. 4A). Embora no 48º
dia após a infestação, o aumento destas células tenha sido maior que o controle,
ocorreu uma diminuição do número de eosinófilos em relação aos demais dias
(Fig. 4A). Quando avaliamos o perfil percentual o pico do aumento dos
eosinófilos no sangue corresponde ao encontrado no número absoluto destas
células (Fig. 4B).
1.4. Perfil das células mononucleares no sangue durante a infestação de
camundongos com S. mansoni.
A Figura 5 mostra a cinética do aumento do número de células
mononucleares no sangue de animais infestados com o S. mansoni, quando
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comparado com o grupo controle. Houve um aumento no 14º dia no grupo
infestado, sendo que após este período o número dessas células foi ligeiramente
diminuindo, o que sugere que essas células poderiam estar migrando para outros
compartimentos, como, para o espaço extravascular (possivelmente para a
cavidade peritoneal) (Fig. 5A). Quanto ao perfil percentual destas células
nenhuma alteração foi observada entre os grupos estudados (Fig 5B).
Fig.1. Cinética da migração de eosinófilos para a cavidade peritoneal de ca-
mundongos infestados com S. mansoni. Os resultados estão expressos como
média ± SEM, tanto em contagem absoluta quanto percentual. Os asteriscos
representam diferenças significativas entre os grupos infestado (coluna lis-
tras) e controle (coluna preta) pelo teste não- paramétrico de Mann-Whitney,
*p < 0,05.
Fig. 2. Cinética da migração de mastócitos para a cavidade peritoneal de
camundongos infestados com S. mansoni. Os resultados estão expressos
como média ± SEM, tanto em contagem absoluta quanto percentual. Os as-
teriscos representam diferenças significativas entre os grupos infestado (co-
luna preta) e controle (coluna listras) pelo teste não-paramétrico de Mann-
Whitney, p < 0,05.
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Fig. 3. Cinética da migração de células mononucleares para a cavidade
peritoneal de camundongos infestados com S. mansoni. Os resultados estão
expressos como média, ± SEM, tanto em contagem absoluta quanto
percentual. Os asteriscos representam diferenças significativas entre os gru-
pos infestado (coluna preta) e controle (coluna listras) pelo teste não-
paramétrico de Mann-Whitiney, *p < 0,05.
Fig. 4. Aumento dos eosinófilos no sangue de camundongos infestados com
S. mansoni. Os resultados estão expressos como média, ± SEM, tanto em
contagem absoluta quanto percentual. Os asteriscos representam diferenças
significativas entre os grupos infestado (coluna preta) e controle (coluna lis-
tras) pelo teste não-paramétrico de Mann-Whitiney, *p < 0,05.
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Fig. 5. Aumento das células mononucleares no sangue de camundongos in-
festados com S. mansoni. Os resultados estão expressos como média, ±
SEM, tanto em contagem absoluta quanto percentual. Os asteriscos repre-
sentam diferenças significativas entre o grupo infestado (coluna preta) e con-
trole (coluna listras) pelo teste não-paramétrico de Mann-Whitiney, *p < 0,05.
Discussão e conclusão
1. Estudos da literatura, demonstram o aumento dos eosinófilos em
diversos modelos, assim como na Esquistossomose mansônica (Wardlaw 2000).
Estes dados corroboram com os nossos achados, onde demonstramos aumento
absoluto e percentual de eosinófilos na cavidade peritoneal de camundongos
infestados pelo S. mansoni. (Fig. 1A e 1B). As figuras histológicas confirmam
os achados nos lavados na cavidade peritoneal, onde observamos um aumento
significativo destas células no fígado e também fora da cavidade peritoneal,
como no pulmão destes animais. As análises histológicas do pulmão e baço
mostraram além dos eosinófilos, um grande número de células mononucleares
indicando, a formação de granulomas. Mas, foi no corte do fígado no 48º dia,
que evidenciamos a presença de um granuloma formado ao redor de um ovo do
S. mansoni com rico infiltrado eosinofílico (dados não mostrados).
2. Mastócitos são células teciduais de grande importância na resposta
inflamatória (Abbas 1997). Em nosso estudo, foi observado a cinética de
migração crescente destas células na cavidade peritoneal dos camundongos
com S. mansoni (Fig. 2A). A presença destas células de forma mais intensa
ocorreu no 28º e 48º dia após a infestação, sugerindo uma participação
significativa destes granulócitos na resposta inflamatória crônica da
Esquistossomose experimental.
3. As células mononucleares são de fundamental importância nas
respostas inflamatórias, pois participam tanto no recrutamento celular, liberando
citocinas, quanto na fagocitose. Os linfócitos B participam da produção de
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anticorpos da IgE, assim tornando a resposta inflamatória mais eficiente (Abbas
1997). Nosso estudo mostrou que, a partir do 28º dia houve um crescimento
significativo destas células, persistindo até o 48º dia após a infestação na cavidade
peritoneal. Isto sugere, que estas células mononucleares podem estar
participando nesta resposta, de maneira direta, sendo uma das principais fontes
de citocinas que favoreçam o grande infiltrado celular neste modelo,
principalmente o eosinofílico nesta cavidade.
4. Como já citado, os eosinófilos são de grande importância na resposta
imunológica contra parasitas. Os gráficos (4A e 4B) demonstram que no
momento da penetração do parasita no hospedeiro já se inicia uma resposta
imune primária, caracterizada pelo aumento destas células no sangue entre o
14º e 28º dias após a infestação, tendo uma significativa diminuição no 48º dia
de infestação. Estes dados sugerem que, estas células migraram para a cavidade
peritoneal caracterizando esta resposta inflamatória em direção a gradientes
favoráveis como quimiocinas e mediadores que estejam sendo liberados neste
microambiente inflamado na infestação pelo S. mansoni. Portanto podemos
melhor compreender a diminuição dos eosinófilos no sangue após o 28º dia da
infestação, e o aumento progressivo destas celulas após este período na cavidade
peritoneal destes camundongos.
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Resumo:
Sendo a Esquistossomose uma doença de grande importância médica, o
conhecimento específico da reação inflamatória, assim como o entendimento
da resposta imune induzida pelo S. mansoni, nos motivou neste estudo. Alguns
pesquisadores demonstraram que, em modelos de cobaias ocorre reações
inflamatórias induzidas por este helminto no fígado, assim como no homem.
Desta forma, avaliamos a migração de leucócitos para diferentes
compartimentos, e identificamos alterações histopatológicas promovidas pela
parasita. Nossos achados, demonstraram aumento absoluto e percentual de
eosinófilos na cavidade peritoneal e sangue de camundongos infestados pelo S.
mansoni. As figuras histológicas confirmaram os achados da cavidade peritoneal
onde houve um aumento significativo de eosinófilos, sugerindo que estas células
migraram para a cavidade peritoneal posteriormente ao seu aumento no sangue
caracterizando a resposta inflamatória intensa na infestação pelo S. mansoni
neste modelo experimental.
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